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(54) Gene chime re pour la transformation des piantes. 

(57) 1) Gene chimere pour conferer aux piantes 
une tolerance accrue vis a vis d'un herbicide 
ayant pour cible I'EPSPS. 

2) II comprend.dans le sens de la transcrip- 
tion,une zone promotrice,une zone peptide de 
transit,une sequence codante pour la tolerance 
au glyphosate et une zone signal de polyadeny- 
lation,caracterise en ce que la zone peptide de 
transit com pre nd, dans le sens de la traduc- 
tion, au moins un peptide de transit d'un gene 
vegetal codant pour une enzyme a localisation 
plastidiale, une partie de sequence de la partie 
mature N terminale d'un gene vegetal codant 
pour une enzyme a localisation plastidiale, puis 
un second peptide de transit d'un gene vegetal 
codant pour une enzyme a localisation plasti- 
diale. 

3) production de piantes tolerantes au gly- 
^ phosate. 
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La presente invention concerne de nouveiies se- 
quences ADN de peptide de transit, de nouveaux ge- 
nes chimeres et leur utilisation dans les plantes pour 
leur conferer une tolerance accrue a des herbicides 
en general et particulierement ceux de la famille des 
phosphonomethylglycines.Elle concerne egalement 
les cellules vegetales transformees a I'aide de ces ge- 
nes, les plantes transformees regenerees a partir de 
ces cellules ainsi que les plantes issues de croise- 
ments utilisant ces plantes transformees. 

Le glyphosate ,le sulfosate ou la fosametine sont 
des herbicides systemiques a large spectre de la fa- 
mille des phosphonomethylglycines.lls agissent es- 
sentiellement comme inhibiteurs competitifs de la 5- 
enol pyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EC 
2.5.1.19) ou EPSPS vis a vis du PEP(phosphoenol- 
pyruvate).Apres leur application sur la plante, ils sont 
vehicules dans la plante ou ils s'accumulent dans les 
parties a croissance rapide, notamment les apex cau- 
linaires et racinaires.provoquant I'alteration jusqu'a la 
destruction des plantes sensibles. 

L'EPSPS plastidiale, cible principale de ces pro- 
ducts est une enzyme de la voie de biosynthese des 
acides amines aromatiques,qui est codee par un ou 
des genes nucleaires et synthetisee sous forme d'un 
precurseur cytoplasmique puis importee dans les 
plastes ou elle s'accumule sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au glyphosate et aux 
produits de la famille est obtenue par introduction sta- 
ble dans leur genome d'un gene d'EPSPS d'origine 
vegetale ou bacterienne mutee ou non quant aux ca- 
racteristiquesd'inhibition parte glyphosate du produit 
de ce gene.Etant donne le mode d'action du glypho- 
sate et le degre de tolerance au glyphosate du produit 
des genes utlises, il est interessant de pouvoir ex pri- 
mer le produit de la traduction de ce gene de facon a 
permettreson accumulation importante dans les plas- 
tes. 

II est connu,par exemple d'apres le brevet ameri- 
cain 4 535 060,de conferer a une plante une tolerance 
a un herbicide du type ci-dessus,en particulier la N- 
phosphonomethylglycine ou glyphosate, par introduc- 
tion dans le genome des plantes d'un gene codant 
pour une EPSPS portant au moins une mutation ren- 
dant cette enzyme plus resistante a son inhibiteur 
competitive glyphosate)apres localisation de I'enzy- 
me dans le compartiment plastidial.Ces techniques 
demandent cependant a etre ameliorees pour obtenir 
une plus grande fiabilite dans t'emploi de ces plantes 
en conditions agronomiques. Dans la presente des- 
cription^ entend par "plante" tout organisme multi- 
ceilulaire differencie capable de photosynthese et par 
"cellule vegetale" toute cellule issue d'une plante et 
pouvant constituer des tissus indifferencies tels que 
des cals ou des tissus differencies tels que des em- 
bryons ou des parties de plantes des plantes ou des 
semences. 

La presente invention a pour objet la production 


de plantes transformees ayant une tolerance accrue 
aux herbicides en general et particulierement ceux de 
la famille des phosphonomethylglycines par regene- 
ration de cellules transformees a I'aide de nouveaux 

5 genes chimeres comportant un gene de tolerance a 
ces herbicides.L'invention concerne egalement ces 
nouveaux genes chimeres, les nouveaux peptides de 
transit qu'ils contiennent ainsi que les plantes les 
contenant rendues plus toleYantes par une accumula- 

10 tion de I'enzyme mutee, sous sa forme mature, dans 
les plantes. 

Plus particulierement I'invention a pour objet un 
gene chimere pour conferer aux plantes une toleran- 
ce accrue vis a vis d'un herbicide ayant pour cible 

15 I'EPSPS, comprenant, dans le sens de la transcrip- 
tion,une zone promotrice,une zone peptide de tran- 
sit,une sequence d'un gene codant pour une enzyme 
de tolerance au glyphosate et une zone signal de po- 
lyadenylation non traduite en 3\caracterise en ce que 

20 la zone peptide de transit comprend, dans le sens de 
la transcription, un peptide de transit d'un gene vege- 
tal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, 
une partie de sequence de la partie mature N termi- 
nate d'un gene vegetal codant pour une enzyme a lo- 

25 cassation plastidiale, puis un second peptide de 
transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a 
localisation plastidiale. 

L'invention concerne egalement toute sequence 
ADN de la zone peptide de transit definie ci-dessus. 

30 Les peptides de transit utilisables dans la zone de 

peptide de transit peuvent etre en soi 
connus, d'origine vegetale, par exemple issus de mai's, 
de tournesol, de pois, de tabac ou autres.Le premier 
et le second peptide de transit peuvent identi- 

35 ques, analogues ou differents.lls peuvent en outre 
comprendre chacun une ou plusieurs unites peptide 
de transit.De preference on utilise une sequence is- 
sue de la PSU du gene de la ribulose-1,5-bis phos- 
phate carboxylase oxygenase(RuBisCo). 

40 La partie de sequence de la partie mature N ter- 

minate est issue d'un gene vegetal codant pour une 
enzyme a localisation plastidiale, comme par exemple 
un gene de maTs,de tournesol.de pois ou autresj'es- 
pece vegetale d'origine pouvant etre identique, analo- 
gs gue ou diffe rente de celle dont sont issus 
respectivement le premier et le second peptide de 
transit.Par aiileurs la partie de sequence de la partie 
mature peut comprendre un nombre variable d'acides 
amines,generalement de 1 0 a 40,de preference de 1 8 

so a33.De pr6f6rence on utilise une sequence issue de 
la PSU du gene de la ribulose-1,5-bis phosphate car- 
boxylase oxygenase(RuBisCo). 

La construction de I'ensemble de la zone de tran- 
sit peut etre effectuee de maniere en soi 

55 connue, notamment par fusion ou tout autre moyen 
convenable. Cette zone caracteristique a comme role 
de permettre le relargage d'une proteine mature et na- 
tive avec une efficacite maximal e. 
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La sequence codante pour la tolerance herbicide 
utilisable dans le gene chimere selon I'invention code 
pour une EPSPS mutee ayant un degre de tolerance 
au glyphosate.Cette sequence obtenue notamment 
par mutation du gene EPSPS peut etre d'origine bac- 
terienne, par exemple issu de Salmonella typhymu- 
rium (et nommee dans la suite "gene AroA"), ou 
vegetale, par exemple de petunia ou de tomate.Cette 
sequence peut comprendre une ou plusieurs muta- 
tions, par exemple la mutation Pro. 101 en Ser. ou en- 
core les mutations Gly 96 en Ala. 

La zone promotrice du gene chimere selon I'in- 
vention peut etre composee avantageusement d'au 
moins un promoteur ou un fragment d'un promoteur 
d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes 
c'est a dire de promoteurs d'origine virale tels que ce- 
lui de TARN 35S du virus de la mosaYque du choux 
(CaMV35S) ou d'origine vegetale tels que la petite 
sous unite du gene de la ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxyiase(RubisCO) d'une culture comme le mai's 
ou le tournesol. 

La zone signal de polyadenylation,non traduite 
en 3' du gene chimere selon I'invention peut etre d'ori- 
gine quelconque.par exemple bacterienne telle que 
celle du gene de nopaline synthase, ou vegetale telle 
que celle de la petite sous unite de la RubisCO du 
mai's ou du tournesol. 

Le gene chimere selon I'invention peut compren- 
dre, en plus des parties essentielles ci-dessus, une 
zone intermediate non traduite(linker) entre la zone 
promotrice et la sequence codante et qui peut etre 
d'origine quelconque ,bacterienne,virale ou vegetale. 

EXEMPLE:1 :CONSTRUCTION D'UN GENE 
CHIMERE: 

On effectue la construction du gene chimere se- 
lon ('invention a partir des elements suivants: 

1) Promoteur" double CaMV "(c'est a dire dont 
une partie a ete dupliquee): 
le promoteur CaMV35S a ete isole par Odell et 
a[(1985).Un clone.pJO 5-2 contenant environ 
850bp en amont du site d'initiation de la transcrip- 
tion a ete coupe par EcoRI-HindlllJes extremites 
de ce fragment isole ont ete rendues franches par 
la polymerase de Klenow et le fragment insere au 
site Hinc II du vecteur pUC19(Yannish-Perron et 
a[ ,1985).Ce promoteur a ete digere par Claljes 
extremites remplies par la polymerase de Kle- 
now.puis redigere par Hindlll.Un fragment Hin- 
dlll-EcoRV,isole a partir du meme promoteur 
initial, a ete introduit entre ces deux sites.Le pro- 
moteur ainsi obtenu possede une double zone 
amplificatrice en amont des elements de regula- 
tion du promoteur CaMV35S.ll a ete introduit 
sous forme d'un fragment Hindlll-EcoRI dans le 
vecteur pRPA-BL 150 A alpha 2, decrit dans la 
demande de brevet francais 88/04130, coupe par 


Hindlll et EcoRI. 

2) Zone de transfert : les deux peptides de transit 
ainsi que les elements de proteines matures uti- 
lises proviennent de I'ADNc clone de la petite 

5 sous unite du gene de la RubisCO de mai's.dont 

le gene a ete decrit par Lebrun et al (1987), et de 
I'ADNc clone de la petite sous unite du gene de 
la RubisCO de tournesol, isole par Waksman et 
al(1987).PIus precisement,la zone de transit ,ap-. 

10 pelee peptide de transit optimise, comprend,dans 

le sens de la traduction: 

- un peptide de transit de la petite sous unite 
de la RuBisCO de tournesol, 

- une sequence N terminale de 22 acides 
15 amines de la partie mature de la petite sous 

unite de la RuBisCO de mais, 

- un peptide de transit de la petite sous unite 
de RuBisCO de mai's. 

La construction utilisant ce peptide de transfert 
20 optimise est nommee pRPA-BL 410. 

D'autres sequences analogues peuvent etre uti- 
lisees qui contiennent respectivement des sequences 
de 10 a 40 et de preference 18 et 33 acides amines. 

Afin de fournir un element comparatif,une autre 
25 construction a ete effectuee avec un premier peptid 
de transit et la meme partie de sequence mature mais 
sans second peptide de transit,selon I 'art anterieur- 
(pRPA-BL 294). 

3) Gene de structure : il provient du gene mute a 
30 la position (Pro 101 en Ser) de I'EPSPS de Sal- 
monella typhymurium isole par Stalker et 
al(1985).Le clone pMG34-2(fourni parCalgene)a 
ete linearise parXbal puis traite a la nuclease de 
Vigna radiata . Apres recoupure par Smal les deux 

35 extremites franches ont ete ligaturees.Le clone 

obtenu possede un site Ncol sur I'ATG initiateur 
ainsi qu'un site Sail a 17pb en aval du codon 
stop.Ce clone a ete nomme pRPA-BL 104. 

4) Zone signal de polyadenylation: le fragment 
40 provient du gene de la nopaline synthase de 

pTi37 (Bevan et al,1983).Ce site est contenu 
dans un fragment Mbol de 260pb(Fraley et 
al,1983;demande de brevet PCT 84/02913) qui a 
ete traite par la polymerase de Klenow et clone 
45 dans le site Smal de M13 mp 18 pour introduce 

des sites BamHI et EcoRI respectivement aux ex- 
tremites 5' et 3. 

Apres coupure par BamHI et traitement a la nu- 
clease de Vigna radiata puis coupure EcoRI et traite- 

50 ment par la polymerase de Klenowje fragment 
resultant a et introduit dans le vecteur p-BL 20(cf de- 
mande de brevet francais 88/04130), coupe par Xbal 
et BamHI traites a la polymerase de Klenow. Apres re- 
coupe par Sail et Sstl,on obtient un fragment d'envi- 

55 ron 0,4kpb contenant la sequence nos 3' du cdte du 
site Sal I et la bordure droite de I'ADN-T du cote du 
site Sstl. 

L'assemblage des differents elements a ete ef- 
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fectue de la facon suivante: 

Fusion" peptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de mai's/gene AroA"; 

Le peptide de transit de la PSU du gene de la Ru- 
BisCO de mai's provient d'un fragment EcoRI-Sphl de 
192pb; issu de I'ADNc correspondant au gene de la 
PSU du gene de la RuBisCO de mais, decrit par Le- 
brun et al(1987),possedantun site Ncol recouvrantle 
codon initiateur de la traduction et un site Sphl corres- 
pondant au site de clivage du peptide de transit. 

Par traitement de i'extremite Sphl avec la polyme- 
rase du bacteriophage T4 et en la ligaturant avec I'ex- 
tremite Ncol,traitee a la polymerase de KIenow,du 
gene AroA de pRPA-BL 104 recoupe EcoRI,on ob- 
tient la fusion traductionelle entre le peptide de transit 
de mai's et le gene de I'EPSPS bacterienne. 

Fusion peptide de transit de la PSU de la RuBisCO 
de mais/sequence de 22 acides amines de la partie 
mature de la PSU de la RuBisCO de mai's/ gene 
AroA: 

De facon similaire un fragment EcoRI-Hindll de 
228bp de I'ADNc de ia PSU du gene de la RubisCO 
de mais est ligature avec I'extremite Ncol traitee a la 
polymerase de Klenow du gene AroA de pRPA-BL 
104 et recoupe par EcoRI.On obtient une fusion tra- 
ductionnelle entre le peptide de transit de la PSU de 
la RuBisCO de mai's, les 22 acides amines de la partie 
mature de la PSU de la RuBisCO de mai's et le gene 
de I'EPSPS bacterienne. 

P ptide de transit de la PSU de la RuBisCO de 
tournesol: 

Le fragment est issu de I'ADNc isole par Waks- 
man et Freyssinet(1987).Un site Sphl a ete cree selon 
la methode de Zoller et Smith(1 984 au site de clivage 
du peptide de transit.Le peptide de transit de la PSU 
de la RuBisCO de tournesol ainsi obtenu est un frag- 
ment EcoRI-Sphl de 171 pb. 

Fusion peptide de transit de ia PSU de la RuBisCO 
de tournesol/sequence de 22 acides amines de la 
partie mature de la PSU de la RuBisCO de 
mai's/ gene AroA: 

La construction contenant la fusion peptide de 
transit de la PSU de la RuBisCO de mais/sequence 
de 22 acides amines de la PSU de la RuBisCO de 
mai's de ia partie mature du gene de mai's a ete cou- 
pee par EcoRI-Sphl de 171 pb correspondant au pep- 
tide de transit de la PSU dedu gene de la RuBisCO 
de tournesol. Une construction resultante presente 
une substitution des fragments EcoRI-Sphl et est une 
fusion traductionnetle "peptide de transit de la PSU de 


la RuBisCO de tournesol/sequence de 22 acides ami- 
nes de la partie mature de la PSU de la RuBisCO de 
mai's/gene AroA. 

Le fragment EcoRI-Sall a ete ligature avec le 

5 fragment Sall-Sstl contenantla sequence nos 3' et ia 
bordure droite de I'ADN-T.Le fragment EcoRI-Sstl re- 
sultant comprenant"peptide de transit de la PSU de la 
RuBisCO de tournesol/sequence de 22 acides ami- 
nes de la partie mature de la PSU de la RuBisCO de 

10 mai's/gene AroA/nos 37Bordure droite ADN-T" est 
substitue au fragment EcoRI-Sstl contenant la bordu- 
re droite de I' ADN-T du plasmide 1 50 A alpha 2 conte- 
nant le promoteur double CaMV.La fusion 
transcriptionelle "double CaMV/peptide de transit de 

15 la PSU de ia RuBisCO de tournesol/sequence de 22 
acides amines de la partie mature de la PSU de la Ru- 
BisCO de mai's/gene AroA/nos 3' dans le vecteur 150 
A alpha 2 a ete nomme pRPA-BL 294. 

20 Fusion"peptide de transit de ia PSU de la RuBisCO 
de tournesol/sequence de 22 acides amines de la 
PSU de la RuBisCO de mai's/peptide de transit de 
la PSU de la RuBisCO de mai's/gene AroA": 

25 La construction ci-dessus est coupee par Ncol- 

Hindlll liberant le gene AroA.Puis elie est mise en li- 
gation avec un fragment Ncol-Hind III de 1,5kpb 
contenant la fusion"peptide de transit de la PSU de (a 
RuBisCO de mai's/gene AroA". Une construction re- 

30 sultante presente une substitution des fragments 
Ncol-Hindlll et est une fusion traductionelle "peptide 
de transit de la PSU de la RuBisCO de tournesol/se- 
quence de 22 acides amines de la PSU de la RuBis- 
CO de la partie mature du gene de mai's /peptide de 

35 transit de la PSU de la RuBisCO de mai's/gene AroA". 

Le fragment EcoRI-Sall a ete ligature avec le 
fragment Sall-Sstl contenantla sequence nos 3' et la 
bordure droite de TADN-T.Le fragment EcoRI-Sstl re- 
sultant comprenanf'peptide de transit de la PSU de la 

40 RuBisCO de tournesol/sequence de 22 acides ami- 
nes de la PSU de la RuBisCO de la partie mature du 
gene de mais /peptide de transit de la PSU de la Ru- 
BisCO de mai's/gene AroA/nos 37Bordure droite 
ADN-T" est substitue au fragment EcoRI-Sstl conte- 

45 nant la bordure droite de TADN-T du plasmide 150 A 
alpha 2 contenant le promoteur double CaMV.La fu- 
sion transcriptionelle "double CaMV/peptide de tran- 
sit de la PSU de la RuBisCO de tournesol/sequence 
de 22 acides amines de la PSU de ta RuBisCO de la 

so partie mature du gene de mai's/peptide de transit de 
la PSU de la RuBisCO de mai's/gene AroA/nos 3' 
dans le vecteur 1 50 A alpha 2 a ete nomme pRPA-BL 
410. 

55 
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EXEMPLE 2:RESISTANCE DES PLANTES 
TRANSFORMEES 

^Transformation: 

5 

Le vecteur est introduit dans la souche non onco- 
gene d'Agrobacterium EHA 101 (Hood et al,1987)por- 
teuse du cosmide pTVK 291(Komari et al, 1986). La 
technique de transformation est basee sur la proce- 
dure de Horsh et al(1985). 10 

2°Regeneration: 

La regeneration du tabac PBD6(provenance SEI- 
TA France) & partir d'explants foliaires est realisee sur 15 
un milieu de base Murashige et Skoog(MS) compre- 
nant 30g/l de saccharose ainsi que 200ug/ml de ka- 
namycine.Les explants foliaires sont preleves sur des 
plants en serre ou in vitro et transformes seion la tech- 
nique des disques foliaires(Science 1985,Vol 20 
227,p.1229-1231) en trois etapes successivesrla pre- 
miere comprend I'induction des pousses surun milieu 
MS additionne de 30g/i de saccharose contenant 
0.05mg/l d'acide naphtylacetique (ANA) et 2 mg/l de 
benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les pous- 25 
ses formees au cours de cette etape sont ensuite de- 
veloppees par culture sur un milieu MS additionne de 
30 g/l de saccharose mais ne contenant pas d'hormo- 
ne, pendant 1 0 jours. Puis on preleve des pousses de- 
veloppees et on les cultive sur un milieu 30 
d'enracinement MS a teneurmoitie en sels, vitamines 
et sucres et ne contenant pas d'hormone.Au bout 
d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont pas- 
sees en terre. 

35 

3°Mesure de la tolerance au glyphosate: 

a) in vitro:la tolerance est mesuree par pesee de 
la masse de cals extrapolee pour 100 disques fo- 
liaires de 0,5 cm de diametre, au bout de 30jours 40 
de croissance, sur un milieu MS additionne de 
30g/l de sucrose,de 0,05mg/l d'acide naphtalene 
acetique et de 2mg/lde BAP contenant 35 ppm de 
glyphosate et 200 microg/ml de kanamycine- 
.Dans ces conditions on observe que, pour les 45 
plants de tabac modifies par le gene chimere de 
pRPA BL 410seion ('invention, la masse de cals 

est de 34g,alors que pour les plants modifies par 
le gene chimere sans second peptide de transit la 
masse n'est que de 12g. so 

b) in vivo:30 plants issus de la regeneration des 
tabacs transformes respectivement par pRPA-BL 
294 et pRPA-BL 410 sont passes en serre et trai- 
tes au stade 5 feuilles par pulverisation avec une 
suspension aqueuse & une dose correspondant & 55 
0,6kg/ha de giyphosate(Round up).Au bout de 21 
jours on effectue une observation phenotypique 

des plants par rapport k des plants temoins non 


transformes. Dans ces conditions on constate 
que les plantes transformees par pRPA-BL 410 
presentent une phytotoxicite negligeable alors 
que les plants temoins sont completement de- 
truits;de plus les plants transformes avec un gene 
chimere different du precedent par ('absence de 
second peptide de transit presentent une phyto- 
toxicite au motns egale a 30% de destruction. 
Ces resultats montrent clairement ['amelioration 
apportee par utilisation d'un gene chimere selon I'in- 
vention pour un meme gene codant pour la tolerance 
au glyphosate. 

Les plantes transformees selon I'invention peu- 
vent etre utilisees comme parents pour I'obtention de 
lignees et d'hybrides ayant une tolerance accrue au 
glyphosate 

Exemple 3 : 

Des colzas de printemps, cultivar Westar, resis- 
tants au glyphosate, ont ete obtenus en utilisant la 
technique de BOULTER et al., 1990 (Plant Science, 
70 : 91-99), avec la pRPA-BL 410. Ces plantes ont re- 
siste & un traitement en serre au glyphosate a 400 g 
m.a./ha, traitement qui detruit les plantes non trans- 
geniques. 

Revendications 

1) Sequence ADN vegetale zone peptide de tran- 
sit caracterisee en ce qu'elle comprend, dans le sens 
de la transcription, une sequence codant pour un pep- 
tide de transit d'un gene vegetal codant pour une en- 
zyme & localisation plastidiale, une partie de 
sequence de la partie mature N terminale d'un gene 
vegetal codant pour une enzyme d localisation plas- 
tidiale, puis une sequence codant pour un second 
peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une 
enzyme a localisation plastidiale. 

2) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon la revendication 1,caracterise en ce que la 
sequence codant pour le second peptide de transit est 
issue de la rneme plante que la sequence codant pour 
le premier peptide de transit. 

3) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon I'une des revendications 1 et 2 , caracterisee 
en ce que la sequence codant pourle second peptide 
de transit est issu d'une plante differente de celle du 
premier peptide de transit. 

4) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon I'une des revendications 1 & 3 caracterisee 
en ce qu'au moins une sequence codant pour un des 
peptides de transit est issu de PSU du gene de la Ru- 
BisCO. 

5) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon I'une des revendications 1 & 4,caracterise en 
ce que la sequence de la partie mature N terminale 
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provient de la PSU du gene de la RuBisCO. 

6) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon Tune des revendications 1 & 5 caracterisee 
en ce qu'au moins une sequence codant pour un des 
peptides de transit est issue du meme gene que celui 
d'origine de la sequence de la partie mature. 

7) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon Tune des revendications 1 a 6 caracterisee 
en ce qu'au moins une sequence codant pour un des 
peptides de transit est issu d'un gene du mai's. 

8) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon Tune des revendications 1 & 7, caracterisee 
en ce qu'au moins une sequence codant pour un des 
peptides de transit est issu d'un gene du tournesol. 

9) Sequence ADN codant pour le peptide de tran- 
sit selon Tune des revendications 1 & 7, caracterisee 
en ce que la sequence de la partie mature est issue 
d'un gene de mais. 

10) Sequence ADN codant pour le peptide de 
transit selon Tune des revendications 1 & 7, caracte- 
risee en ce que la sequence de la partie mature est 
issue d'un gene de tournesol. 

11) Sequence ADN codant pour le peptide de 
transit selon la revendication 10, caracterisee en ce 
que la sequence de la partie mature comprend de 10 
& 40 acides amines. 

12) Sequence ADN codant pour le peptide de 
transit seton I'une des revendications 1 a 1 1 , caracte- 
risee en ce que la sequence de la partie mature 
comprend de 18 & 33 acides amines. 

13) Gene chimere pour conferer aux plantes une 
tolerance accrue vis k vis d'un herbicide comprenant, 
dans le sens de la transcription, une zone promotri- 
ce,une zone peptide de transit,une sequence codante 
pour la tolerance au glyphosate et une zone signal de 
polyadenylation non traduite en 3', caracterise en ce 
qu'il comprend une zone peptide de transit selon Tune 
des revendications 1 &12. 

14) Gene chimere selon la revendication 13 ca- 
racterisee en ce que I'herbicide est le glyphosate. 

15) Gene chimere selon la revendication 13 ca- 
racterisee en ce que i'herbicide a I'EPSPS pour cible. 

16) Gene chimere selon I'une des revendications 
13 & 15, caracterise en ce que la sequence codante 
de la tolerance au glyphosate est d'origine bacterien- 
ne. 

17) Gene chimere selon I'une des revendications 
13 & 15, caracterise en ce que la sequence codante 
de la tolerance au glyphosate est d'origine vegetale. 

18) Vecteur pour la transformation des plantes, 
caracterise en ce qu'il comprend un gene chimere se- 
lon Tune des revendications 13 & 1 7. 

19) Agrobacterium sp. caracterise en ce qu'elle 
contient un vecteur selon la.revendication 18. 

20) Cellule vegetale transformee, caracterisee en 
ce qu'elle contient un gene chimere selon i'une des 
revendications 13 & 17. 

21) Plante transformee de tolerance amelioree au 


glyphosate, caracterisee en ce qu'elle a ete obtenue 
a partir d'une cellule selon la revendication 20. 

22) Plante selon la revendication 21, caracterisee 
en ce qu'elle est une dicotyledone. 

5 23) Plante selon la revendication 21 , caracterisee 

en ce qu'elle est une monocotyledone. 

24) Procede de construction d'un gene chimere 
selon I'une des revendications 1 3 & 1 7 , caracterise en 
ce qu'on isole respectivement au moins deux zones 

10 de peptide de transit et au moins une sequence de 
partie mature de genes vegetaux plastidiaux appro- 
pries, ainsi qu'au moins une sequence codant pour la 
tolerance au appropriee et que ensuite on les assem- 
ble dans le sens de la transcription du gene de tole- 

15 ranee. 
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